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About  2.4  to  17  million  people  are  infected  worldwide  with  F.  hepatica  leading  to  a 




Triclabendazole  is  the  only  known  drug  active  against  juvenile  and  adult  F.  hepatica 
infection. There are no alternative drugs available characterized by a similar activity and 
safety  profile  as  triclabendazole.  Resistance  against  triclabendazole  has  already  been 
described  in sheep and  is spreading over  the world. However,  to date no resistance  in 
humans has been detected.  Nonetheless, screening for new drugs is urgent.  
 
OZ78  was  originally  synthesized  for  malaria  drug  discovery  and  is  a  peroxidic 





strengthen our  knowledge  on  the potential  of  the  synthetic  compounds OZ78 and  the 
related derivative MT04 for the treatment of F. hepatica infection. The aim was to find a 
lead  candidate  for  further  studies  and  to  get  a  better  understanding  of  the  drug 
properties (pharmacokinetic / pharmacodynamic) of these substances.  
 
Different promising trioxanes and tetraoxanes were tested  in vitro and  in vivo  in more 
detail  with  regard  to  F.  hepatica  activity  and  results  compared  to  OZ78  (1,2,4‐
trioxolane). MT04 (1,2,4,5‐tetraoxane) was found to be even more active in vitro and in 





OZ78,  MT04  has  two  peroxide  bridges.  A  dose  of  50  mg/kg  was  enough  to  reach  a 
complete  worm  burden  reduction  of  100%  against  adult  F.  hepatica  in  rats,  and  for 
juvenile treatment, a dose of 100 mg/kg was required.  
 




To  elucidate  pharmacokinetic  parameters  of  OZ78  in  sheep  plasma,  a  liquid 
chromatography mass  spectrometry  (LC/MS) method was  developed  and  validated  in 
terms  of  accuracy,  precision,  stability,  and  selectivity.  OZ78  and  OZ352  (Internal 
standard,  I.S.)  had  to  be  detected  in  negative  mode,  according  to  the  mass  of 
deprotonated  parent  compounds.  Protein  precipitation was  used  for  sample  clean  up, 
recoveries of three concentrations of OZ78 (5, 1.25, and 0.3125 µg/ml) and I.S. (2 µg/ml) 





maximal  plasma  concentration  (Cmax)  of  45.8±13 µg/ml  after  1  h  (Tmax).  An  estimated 
elimination  half‐life  (t1/2)  of  1.0±0.1  h  and  a mean  area  under  the  plasma  time  curve 
(AUC)  of  116.2±47  µg  h/ml were  calculated  for  the  oral  administration.  On  the  other 
hand, following subcutaneous treatment with OZ78, Cmax and Tmax were 13.7±6.1 µg/ml 
and  0.9±0.4  h,  respectively.  The  α  and  β  half‐lives  were  4.5±4.3  h  and  56.5±36  h, 
respectively and the mean AUC was 219.1±74 µg h/ml.  
 
Further  studies  were  needed  to  determine  the  difference  in  therapeutic  outcomes 
between rats and sheep. The LC/MS method for OZ78 in sheep plasma was adapted and 
validated  for  rat plasma measurements.  In addition  the OZ78 LC/MS method could be 
approximated, validated, and used for MT04 measurement in sheep and in rat plasma.  
OZ78 and MT04 were  applied  at  a  dose of 50 mg/kg  to  rats,  and  after different  time‐






Following  oral  administration  of  50 mg/kg  in  rats,  the  Cmax  of  MT04  and  OZ78 were 
49.8±9.1  and  70.1±19.1  µg/ml  after  2.7±1.2  h  and  1.6±1.6  h  (Tmax),  respectively.  The 
AUCs were  estimated  at  31’258.8±6’232.7  and  29’794.1±3’990.6  µg min/ml  for MT04 
and  OZ78,  respectively.  Mean  elimination  half‐lives  (t1/2)  of  MT04  and  OZ78  were 
6.4±5.7 h and 2.5±1.5 h, respectively. 
 
Toxicity  of  OZ78  and  MT04  was  determined  on  a  liver  cell  line  (HepG2).  Different 
viability and toxicity assays were done with OZ78 or MT04 combined with different iron 
containing  solutions  (haemin,  Fe(II),  and  Fe(III))  to  get  a  better  understanding  of  the 
toxicity profiles of these substances. Reactive oxygen species (ROS) production of MT04 
and  OZ78  was  measured  in  combination  with  these  iron‐solutions.  OZ78  was  only 
moderately  toxic  combined  with  iron,  whereas  the  combination  of  MT04  with  iron 





The  therapy  failure  in  sheep  after  oral  treatment  can  be  explained  by  a  too  short 
exposure of  the  flukes  to  the drug.   Another  application has  to be  tested  in  sheep. To 
date, it is not clear if the applied doses are toxic and, more studies especially in animals 














Fasziolose  ist  eine  Erkrankung,  die  zu  den  vernachlässigten  Tropenkrankheiten  zählt. 
Verursacher sind die durch Ernährung übertragbaren Trematoden Fasciola hepatica und 
Fasciola gigantica, wobei F. hepatica besonders für Menschen Besorgnis erregend ist.  
F.  hepatica  und  F.  gigantica  leben  in  der  Leber,  Gallengängen  und  Gallenblase,  und 
werden deshalb auch als Leberegel bezeichnet.  
Etwa 2.4 bis 17 Millionen Menschen sind weltweit mit F. hepatica infiziert, was zu einer 
weltweiten  Bürde  von  etwa  35'206  behinderungsbedingten  Lebensjahren  führt. 
Fasziolose  ist  nicht  nur  eine  Erkrankung  von  Menschen,  sondern  auch 
landwirtschaftliche Nutztiere wie Schafe und Rinder sind betroffen.  
 
Triclabendazol  ist  die  einzige  Substanz,  die  gegen  juvenile  und  adulte  F.  hepatica 
Infektion  wirkt.  Es  gibt  keine  alternativen  Medikamente  mit  gleicher  Aktivität  und 





OZ78 wurde  ursprünglich  für  die Malariabehandlung  synthetisiert  und  gehört  zu  den 





das Wissen  über  die  versprechenden  Substanzen  OZ78  und MT04  in  der  Behandlung 
von F. hepatica Infektion zu erweitern.  Das Ziel war eine neue Leitsubstanz für weitere 
Studien  zu  finden  und  die  Wirkweise  der  Substanzen  besser  zu  verstehen 
(Pharmakokinetik / Pharmakodynamik).  
 






in vivo  (in Ratten) gegen adulte und  juvenile F. hepatica  Infektionen war als OZ78.  Im 
Unterschied  zu  OZ78,  hat  MT04  zwei  Peroxid‐Brücken.  Eine  Dosis  von  50  mg/kg 
genügte um eine komplette Reduktion der Wurmbelastung von 100%   gegen adulte F. 
hepatica  in Ratten  zu erreichen,  für  eine  juvenile Behandlung war eine Dosis  von 100 
mg/kg nötig. 
 
Parallel  wurde  OZ78  im  Schaf  getestet  und  Aktivität,  Toleranz  und  Pharmakokinetik 
untersucht. Aber OZ78 schaffte es nicht Fasziolose im Schaf nach einer Anwendung von 
50  mg/kg  OZ78  oral  oder  subkutan  zu  heilen,  keine  Reduktion  von  Stuhleiern  oder 
Würmern konnte gemessen werden.  
Um  die  pharmakokinetischen  Parameter  von  OZ78  im  Plasma  zu  bestimmen,  musste 
eine Flüssigchromatographische Massenspektrometrische (LC/MS) Methode entwickelt 
und  auf  Genauigkeit,  Präzision,  Stabilität,  und  Selektivität  validiert werden. OZ78  und 
OZ352  (interner  Standard,  I.S.)  musste  im  Negativ‐Modus  nach  der  Masse  der 
deprotonierten  Muttersubstanz  detektiert  werden.  Eine  Proteinfällung  wurde  zur 
Probenvorbereitung angewendet. Die Wiederfindungen von OZ78  (5, 1.25, und 0.3125 
µg/ml)  und  von  I.S.  (2  µg/ml)  waren  84.4%,  69.6%,  78.6%,  und  85.8%. 
Kalibrationskurve reichte von 5 µg/ml zu 0.15625 µg/ml. Die entwickelte Methode war 
genau, präzis, und selektiv.  
Das  Pharmakokinetik‐Profil  von  OZ78  nach  oraler  Injektion  zeigte  eine  maximale 
Plasma Konzentration von (Cmax) 45.8±13 µg/ml nach 1 h (Tmax) auf. Die Halbwertszeit 
(t1/2) betrug 1.0±0.1 h und eine mittlere Fläche unter der Plasma Zeit Kurve (AUC) von 





Weitere  Studien  waren  nötig  um  den  Unterschied  im  Behandlungsergebnis  zwischen 
Ratte und Schaf zu erklären. Die LC/MS Methode von OZ78 für Schafplasma wurde für 
Rattenplasma  angepasst  und  validiert.  Zusätzlich  konnte  die  OZ78  LC/MS  Methode 





OZ78  und  MT04  wurden  in  einer  Dosis  von  50  mg/kg  Ratten  verabreicht  und  nach 
verschiedenen  Zeitpunkten  wurden  Samples  gezogen.  Studien  mit  MT04  betreffend 
Aktivität und Pharmakokinetik im Schaf sind noch ausstehend, sind aber in Planung.  
 






Zuletzt  wurde  die  Toxizität  von  OZ78  und  MT04  mit  einer  Leberzelllinie  (HegG2) 
bestimmt. Verschiedene Toxizitäts‐ und Viabilitäts Assays wurden mit OZ78 oder MT04 
kombiniert mit  verschiedenen  Einsenlösungen  (Hämin,  Fe(II)  und  Fe(III))  angewandt 
um  das  Toxizitätsprofil  besser  zu  verstehen.  Reaktive  Sauerstoffspezies  (ROS) 





Zusammengefasst,  OZ78  und  MT04  sind  vielversprechende  „Lead“‐Kandidaten  in  der 
Entwicklung  eines  Medikaments  gegen  Fasziola  Infektionen.  OZ78  und  MT04  waren 
aktiv gegen juvenile und adulte Infektion in der Ratte. Das Therapieversagen in Schafen 
kann  durch  eine  zu  geringe  Exposition  der  Saugwürmer  im  Schaf  mit  der  Substanz 
erklärt werden. Eine andere Applikation im Schaf ist noch ausstehend. Bis jetzt lässt sich 

















































































































































































Food‐borne  trematodiases  belong  to  the  neglected  tropical  diseases  (NTDs)  [13‐15], 
which  is  a  group  of    vector‐  and  non‐vector‐borne  diseases  including  helminthic, 
protozoan, bacterial, and fungal infections [16].  
Importantly,  food‐borne  trematodes  are  of  considerable  public  health  significance 
typically  in  poor  and  rural  settings,  with  about  56  million  people  affected  and  750 
million people at risk worldwide [6, 12, 15, 17, 18].   The global burden of these diseases 
























Human  infections  with  Fasciola  occur  through  consumption  of    unwashed  aquatic 
vegetables  or  freshwater  plant  species  contaminated  with  metacercariae  [20,  25]. 






























widest  latitudinal,  longitudinal,  and  altitudinal  distribution  known  of  a  vector‐born 
infectious disease [23]. 
Human  fascioliasis  has  been  increasing  over  the  last  years  and  infections  have  been 


















host organism: acute or  invasive phase (worm migrates  through the  liver  into  the bile 
ducts)  and  chronic  or  obstructive  phase  (worm  lodges  in  the  bile  ducts  or  the 
gallbladder) [9‐11].   The acute phase is caused by the  juvenile stage of the worms and 
the chronic phase by the adult worms [28].  
During  the  acute  phase,  patients  suffer  particularly  from  dyspepsia,  fever,  abdominal 
pain,  weight  loss,  malaise  and  other  gastrointestinal  disturbances  [6,  24].  The  acute 
phase reflects the penetration of the parasite through the liver parenchyma, lasting two 
to four months [9, 10, 24].  
The  chronic  phase  is  dominated  by  sub  clinical  symptoms  or  symptoms,  which  are 
difficult to distinguish from other liver diseases (such as cholangitis, cholecystitis) [24]. 
This  phase  is  represented  by  inflammation  and  destruction  of  the  biliary  duct  [11]. 







Diagnosis  can  be  made  by  direct  detection  of  eggs  in  the  stool  (e.g.  Kato  Katz  thick 
smears,  sedimentation), which  is  the  gold  standard  diagnosis  [8,  13,  29].  Detection  of 
eggs by microscope examination is the most widely used technique despite variation in 
sensitivity,  but  this  technique  is  easy  to  perform  and  are  low  in  cost  [6,  29].  Another 
direct  diagnostic  technique  is  called  FLOTAC  technique,  which  allows  the  analysis  of  
larger  amounts  of  stool  samples  using  a  flotation  cleaning  step  [13].  Hence,  the 
diagnostic  sensitivity  of  this  method  is  frequently  increased  compared  to  other 
coprodiagnostic methods as for instance Kato‐Katz or sedimentation [29].  
On  the  basis  of  molecular  and  immunological  methods,  a  broad  range  of  other 









hepatica.  It  is  a  benzimidazole  drug  (chemical  name  is  [6‐chloro‐5‐(2,3‐
dichlorophenoxy)‐2methylthiobenzimiadzole]),  which  is  the  best  tolerated  and  most 
efficacious  chemotherapeutic  agent  against  fascioliasis  [27,  30,  32‐34].  The  precise 
mechanism of action is not yet elucidated, but it is known that triclabendazole has two 
major  sulfonated  metabolites  (triclabendazole  sulfoxide  and  sulfone)  [30]. 
Triclabendazole sulfoxide damages the tegument of Fasciola leading to its disintegration. 
In  addition,  activity  against  the  parasite’s  microtubule  system  was  described,  and  a 
decline  in DNA synthesis was documented  [30]. The activity against both  juvenile and 
adult flukes is a big advantage of this drug [33]. Egaten® is the brand product for human 
use [25], and Fasinex® is the product for animals [35]. The WHO recommends a single 






The  spreading  triclabendazole  resistance  in  animals,  first  documented  in  sheep  in 
Australia, is a major problem [38‐40]. However, to date no resistance has been described 
in  humans  [37].    There  are  no  alternative  drugs  available  that  are  characterized  by  a 
similar activity and safety profile [5, 6].  
Bithionol  (chemical  name  (2,2‐thiobis‐[4,6‐dichlorophenol]))  is  a  bacteriostatic  agent 
and was  used  for many  years  to  treat  fascioliasis.  However,  the  drug  shows  frequent 
adverse effects, and hence is no longer applied in humans [6, 30, 37].  











1.3.5.  Investigation  on  potency  of  new  promising  drugs  against 
fascioliasis 
 
Novel  drugs  should  exhibit  a  cure  rate  and  egg  reduction  rate  of more  than 80% and 




anthelmintic  compounds.  This  test  compares  the worm burden of  treated  and  control 
animals after a defined time post treatment [41].  
For  in  vitro  drug  screening,  worms  were  incubated  in  a  medium  supplemented  with 
antibiotics  and  drug  solution.  At  different  time‐points  the  viability  of  the worms was 
screened  dependent  on  the  worm  species.  For  Fasciola  screening  the  worms  were 
inspected  under  a  microscope  (motility),  or  pictures  with  a  scanning  electron 





Many  helminths,  including  F.  hepatica  are  blood  feeders  similarly  to  P.  falciparum 
(malaria parasite) and therefore it is very worthwhile to test antimalarial drugs against 
helminth diseases [3, 46‐48].   
Artemisinin  and  its  derivatives,  artesunate  and  artemether,  are  the  first  choice 
treatment for uncomplicated malaria [49, 50]. However, the use of artemisinin is limited, 
because of  its poor solubility  in oil and water [46]. Dihydroartemisinin (reduced lactol 
derivative)  and  the  new  semi‐synthetic  generation  artemisinins  (e.g.  artesunate, 






Artemisinin  and  the  derived  semi‐synthetic  substances  belong  to  the  group  of  first 
generation endoperoxides [46]. Their main pharmacophore is the sesquiterpen trioxane 
ring  [3].  Second  generation  endoperoxides  are  synthetic  agents  derived  from  the 
artemisinin  core  structure  [46].  The  ozonides  (1,2,4‐trioxanes),  whose  sesquiterpene 
trioxane rings are substituted with an adamantine ring, have shown to be potent against 
P.  falciparum  in  nanomolar  concentration.  Importantly,  they  are more  stable  than  the 
first generation endoperoxides [49, 51].  
It is proposed that activation of synthetic and semi‐synthetic endoperoxides takes place 
in  the  presence  of  haeme‐iron,  as  intermediate  stage  carbonic  centered  radicals  are 
built, which then react with different parasite proteins and haeme [52‐54]. Despite this 














than a  trioxolane  ring  (OZ78)  [47]. Especially  the  tetraoxane MT04 was  found  to be a 
new promising candidate [47]. The pathway from the natural product to these synthetic 
substances is presented in Fig. 5.  
Artesunate  has  already  been  tested  in  a  randomized  clinical  trial  against  acute 
symptomatic  fascioliasis  in  100  Vietnamese  patients  [55].  The  use  of  artesunate  in 
combating  fascioliasis  seems  to  be  an  opportunity  because  patients  treated  with 
artesunate were more likely to be free of abdominal pain at hospital discharge compared 
to  triclabendazole‐treated  patients.  However,  the  endpoint  response  rate  of 
triclabendazole was  higher  than  for  artesunate  and  hence  further  studies  are  needed 






















throughput  screening).  Target  identification,  lead  identification,  and  lead  optimization 
are the analytical activities during basic research. The aim of these tests is to avoid false 
positive substances and to lower costs [58, 59]. In helminths drug discovery, substances 
have  to  be  directly  tested  in  vitro  and  in  vivo  against  the  parasite  and  disease, 
respectively, as no other methods or models are available for drug screening.  
In  preclinical  studies  the  focus  lies  on  process  research,  formulation, metabolism  and 
toxicity  [58]. To date,  it  is not possible  to predict  the complete  toxicity profile derived 
from  the  structure  of  a  molecule,  therefore  animal  studies  are  needed  for  complete 
studies  [59].  In  preclinical  studies,  regulatory  issues  are  addressed  such  as  Food  and 
Drug  Administration  (FDA)  guidelines,  good manufacturing  practice  (GMP),  and  good 
laboratory practice (GLP) regulations [58].  
After preclinical  studies have been  conducted,  a  good  candidate with  low  toxicity  and 











absorption,  distribution, metabolism,  and  elimination  (ADME)  in  the  body.  PK  studies 
describe the reaction of the body to the applied substance [1, 57]. 
Important  PK  parameters  are:  time  to  achieve  maximal  plasma  concentration  (Tmax), 
maximal plasma concentration (Cmax), elimination half‐life (t1/2), area under the plasma 




An  important  analytical  technique  to  measure  generated  PK‐samples  is  liquid 














In  Fig.  7  a  basic  LC/MS  system  is  shown.  In  detail,  the  LC/MS  system  contains  a  high 
pressure liquid chromatography (HPLC) pumping system, an injector, and a column for 






phase.  The  whole  system  is  controlled  by  a  remote  system.  The  measured  signal 
contains  information  about  signal  intensity  in  volts  versus  ion  fragment mass/charge 
versus  time.  The  information  can  be  shown  as  total  ion  chromatogram  (TIC, which  is 






Over  the  past  40  years  HPLC  has  been  used  for  substance  separation,  analysis,  and 
purification.  Before  HPLC  came  into  use,  gas  chromatography  (GC)  was  applied  for  a 
long time as a separation technique.  However, in the last years the LC/MS has shown to 
be  superior  to  GC/MS,  since  not  all  compounds were  volatile  enough  for  GC  or were 
degraded by temperature in the GC column oven.  [62] 
After  separation  of  the  molecules,  different  MS‐techniques  can  be  used  for  analyte 
detection. The mass to charge ratio (m/z) is a common unit used to detect the molecules 
in  spectrometry. Different  spectrometers  can  be  applied:  for  example  quadrupole,  ion 













LC/MS  or  LC/MS/MS  are  analytical  techniques  with  a  broad  range  of  applications. 
Overall, there are three main different application fields:  
First,  drugs  or  other  small  molecules  can  be  quantified  or  identified  in  different 
biological matrices. For  instance, quantification of  substances  in plasma  is  required  to 
determine their pharmacokinetic (PK) profile. Short analysis time can be reached and a 

























The  following  five  objectives were  accomplished  to  further  strengthen our  knowledge 
about treatment of fascioliasis with synthetic peroxides: 
 




OZ78  for  the  prospective  determination  of  pharmacokinetic  parameters  in  sheep 
(chapter 3). 
 




rat  and  sheep plasma,  and  to  adapt  the OZ78 LC/MS  sheep method  for  rat plasma 
(chapter 5).   
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OZ78  and  MT04  are  promising  drug  candidates  against  fascioliasis  (fasciolosis).  We 
determined  basic  pharmacokinetic  (PK)  parameters  of  OZ78  and MT04  in  uninfected 
rats. Rats were treated with single oral doses of 50 mg/kg OZ78 or MT04. Blood samples 
were withdrawn at selected time points post treatment and the plasma concentrations 
were  quantified  by  a  validated  liquid  chromatography  /  mass  spectrometry  (LC/MS) 
method. The LC/MS method  for MT04 and OZ78,  initially developed  for  sheep plasma 
analysis, was  adapted  for  rat  plasma.  In  vitro  pharmacodynamic  studies with Fasciola 
hepatica  incubated  in  solutions  of  either  test  agent  complemented  our  work.  The 
adapted and validated method was precise and accurate to measure OZ78 and MT04 in 
rat  plasma.  Accuracies  for  MT04  ranged  from  87.9%  to  104.7%  with  precisions  not 
exceeding  14.3%.  Precisions  for  OZ78  were  lower  than  9.8%  and  accuracies  were 
between  88.4%  and  105.3%.  Following  oral  administration,  maximum  plasma 
concentrations (Cmax) of MT04 and OZ78 were 49.8 and 70.1 µg/ml after 2.7 h and 1.6 h, 
respectively (p>0.05). The estimated areas under the plasma time curves (AUCs) were 
comparable  for MT04  and OZ78. Mean  elimination  half‐lives  (t1/2)  of MT04  and OZ78 
covered a range from 1 to 7 h. In vitro studies demonstrated that the fasciocidal activity 
of MT04 and OZ78 was dependent on the incubation‐time, with exposure of flukes for 24 

















Fascioliasis  (fasciolosis) caused by  the  food‐borne  trematodes Fasciola hepatica  and F. 
gigantica  is  a  major  public  health  problem  and  of  significant  veterinary  importance 
(Mas‐Coma  et  al.,  2005;  Robinson  and  Dalton,  2009).  Recently  the  global  burden  of 
fascioliasis was calculated for the first time. It has been estimated that 2.6 million people 
are  infected  with  Fasciola  spp.  and  299’510  people  suffer  from  heavy  fascioliasis 
resulting  in  35’206  years  lived  with  disability  (Fürst  et  al.,  2012).  The  benzimidazole 
triclabendazole is the first choice treatment against fascioliasis in human and veterinary 
medicine because of its excellent activity against both, adult and juvenile worms (Keiser 





vitro  activities  against  adult  F.  hepatica.  Flukes  incubated  in  MT04  or  OZ78  at 
concentrations  of  50  and  100  µg/ml,  respectively  were  dead  after  72  h  (Keiser  and 
Morson,  2008a;  Kirchhofer  et  al.,  2011).  More  importantly,  in  rat  studies,  both 
compounds were  active  against  juvenile  (acute)  and  adult  (chronic)  infections  at  oral 
doses  of  50‐100  mg/kg  (Keiser  et  al.,  2006;  Kirchhofer  et  al.,  2011),  whereas  MT04 
showed slightly superior activity compared to OZ78. The ozonide structures of OZ78 and 
MT04 are both characterized by an acidic functional group coupled to a peroxidic bridge 




was  observed  despite  high  concentrations measured  in  plasma  after  both  treatments 
(Keiser et al., 2010).  
In  depth  pharmacokinetic  (PK)  studies with OZ78  and MT04  in  rats might  clarify  the 
differences observed  in activity between rats and sheep. The aim of  the present  study 
was  therefore  to  determine  the  basic  pharmacokinetic  (PK)  parameters  of  OZ78  and 
MT04  in  uninfected  rats  using  a  recently  developed  high  performance  liquid 































Animal  experiments  were  carried  out  in  accordance with  Swiss  legislation  on  animal 
welfare.  
Female Wistar  rats  (weight:  ~150  g)  were  purchased  from  Charles  River  (Germany). 



































335.4.  MT04  was  monitored  at  m/z  337.4  (negative  mode,  deprotonated  parent 
compound, M‐).  
Calibration curves of  the analyte were prepared by diluting analyte working solutions 
with blank  sheep plasma. Each  calibration  curve  consisted of  seven  calibrators  (10, 5, 
2.5,  1.25,  0.625,  0.3125,  and 0.15625 µg/ml),  one  zero  sample  (plasma  sample  spiked 
with 2 µg/ml IS) and one blank plasma sample (plasma sample processed without  IS). 
The  calibration  curves were  expanded  in  this  study  to  cover  a  broader  concentration 
range (10’000 – 156.25 ng/ml).  
Sample preparation was done by protein precipitation. 900 µl methanol was added  to 
300  µl  plasma  followed  by  vortex‐mixing  for  1 min  and  centrifugation  for  30 min  at 
16’100 g and 4°C. The supernatant was dried under nitrogen gas and then reconstituted 







were  validated  accordingly.  For  measurements  of  rat  plasma  samples,  the  LC/MS 
methods were modified and validated as follows: Rat plasma spiked with OZ78 or MT04 
was mixed with sheep plasma (9/1 or 4/1,  (v/v))  followed by addition of  the  internal 
standard solution. Accuracies were calculated as the ratio of the measured concentration 
to  the  nominal  concentration.  Precisions  were  calculated  using  the  relative  standard 
deviations  (RSD%).  Calibration  samples  were  freshly  prepared  and  included  in  each 
analytical  run.  For  accuracy  and  precision,  a  deviation  of  <15%  was  considered 
acceptable  as  recommended  by  US  guidelines  of  the  Food  and  Drug  Administration 







In  vitro  studies  with  F.  hepatica  were  carried  out  as  described  by  Kirchhofer  et  al. 
(Kirchhofer et al., 2011). Adult  flukes were recovered from bile ducts of infected cattle 
(slaughterhouse, Basel). Flukes were washed with 0.9% (w/v) NaCl and placed in petri 
dishes.  The  flukes  were  rinsed  with  pre‐warmed  RPMI  1640  culture medium  (Gibco, 
N.Y., USA) and pre‐incubated for several hours in this medium at 37°C in an atmosphere 
of 5% CO2. A  single adult Fasciola was placed per well  (6‐well plate, Costar, MA, USA) 
containing  5.4  ml  RPMI  1640,  supplemented  with  1%  (v/v)  antibiotics  (50  µg/ml 
streptomycin  and  50  U/ml  penicillin;  Sigma,  Buchs,  Switzerland),  1%  (v/v)  drug‐
solution,  and  8%  (v/v)  of  a  haemin  solution  (Keiser  and  Morson,  2008a).  Adult  F. 
hepatica were incubated in the presence of 50 μg/ml MT04 or OZ78 for 96 h. In a second 




h  and  compared  to  control  worms.  Worms  were  examined  using  a  dissecting 
microscope. Viability was defined on a scale from 4 (normal activity; movements clearly 




Data  analysis  was  performed with  Analyst  1.4.2.  software  (PE  Biosystems).  Microsoft 
Excel  2003 was used  for  the  statistical  analysis.  Student’s  t‐test was  used  to  compare 
means  of  the  PK  parameters,  p‐values  <  0.05  were  considered  to  be  significant.  For 
kinetic parameter estimation WinNonLin (Version 5.2, Pharsight Corporation, USA) was 
used.  Maximal  plasma  concentration  (Cmax)  and  time  to  achieve  maximal  plasma 
concentration (Tmax) were observed values. Area under  the plasma concentration  time 
curve  (AUC,  from  0  to  infinity)  was  calculated  by  the  program  using  the  linear 
trapezoidal  rule.  The  elimination  half  life  (t1/2)  was  determined  by  the  equation: 










Fascioliasis  is a disease with a worldwide distribution but nevertheless belongs  to  the 
neglected  tropical  diseases  (Hotez  et  al.,  2006;  Fürst  et  al.,  2012).  Funding  for  the 
identification  and  development  of  novel  control  tools,  including  drug  discovery  and 
development,  has  been  limited  despite  disturbing  effects  of  these  diseases  on  health 
(Spiegel  et al.,  2010). This  is  reflected by  the  fact  that  for  the  treatment of  fascioliasis 





F.  hepatica  infected  sheep  (Keiser  et  al.,  2010).  We  were  interested  to  study  PK 
parameters of OZ78 in rats to get a deeper insight on the differences observed between 
activity  of  OZ78  in  rats  and  sheep.  In  addition,  it  was  our  goal  to  compare  the  PK 
parameters of OZ78 and MT04 since activities of these drugs slightly varied in rats. At 50 
mg/kg  per  os  MT04  achieved  a  complete  elimination  of  worms  in  rats,  whereas  the 
worm  burden  reduction  of  OZ78  was  only  52.7%  at  this  dose  (Keiser  et  al.,  2006; 
Kirchhofer et al., 2011). OZ78 at 100 mg/kg per os cured F. hepatica infected rats (Keiser 
et al., 2006). 
First,  the  MT04  method  was  validated  according  to  the  previously  published  LC/MS 
method  for  OZ78  (Kirchhofer  et  al.,  2010).  The  same  LC/MS  method  was  used  as 




(10,  5,  1.25,  and  0.3125  µg/ml).  Intra‐  (n=3)  and  inter‐batch  (n=9)  precisions  were 
below 13.75% and 9.73%, respectively, with accuracies ranging from 87.2% to 101.7% 
and 90.5% to 98.9%. These values were within the suggested range of 15% for accurate 
and  precise  methods  as  recommended  by  USFDA  (FDA  guidance,  2001).  Extraction 
recoveries  of  three  concentrations  (10,  1.25,  and  0.3125  µg/ml)  of  MT04  in  sheep 





were detected at  the same retention‐time.  In some samples  interfering peaks near  the 
analyte or IS were visible, however signals did not influence peak integration. Selectivity 
was therefore ensured for the analytical method.  
Dilution  of  rat  plasma  samples with  sheep  plasma  is  possible  as  demonstrated  by  an 
additional  set  of  validation  experiments. Mixed plasma quality  control  samples  (10,  5, 
1.25, and 0.3125 µg/ml) represented the expected concentration with a deviation of not 
more  than  15%.  Precisions  for  MT04  or  OZ78  were  below  14.1%  and  13.1%, 
respectively  and  accuracies  ranged  from  89.6%  to  111.1%  for  MT04  and  OZ78. 
Validation  results  from  the  diluted  rat  plasma  samples  confirmed  that  the MT04  and 
OZ78 methods  developed  for  sheep  plasma  could  be  used  to measure  rat  samples  by 
diluting rat with sheep plasma. The back calculated concentrations revealed deviations 
of not more than 15% of the expected concentrations for MT04 and OZ78. Accuracies for 
MT04  were  between  87.9%  and  104.7%  with  precisions  not  exceeding  14.3%. 




and  the  corresponding  basic  PK  parameters  are  summarized  in  Table  1.  A  non 







for MT04  and  OZ78.  However,  our  finding  should  be  interpreted with  care  since  few 
animals were used, the high inter‐individual variability of PK parameters observed and 
the  few  data‐points  measured  in  the  elimination  phase  of  the  drugs.  In  addition,  no 
statistical  significance was  observed  between  PK  parameters  calculated  for  OZ78  and 
MT04. 
Figure 2 near here 












from  sheep,  which  suffered  a  chronic  Fasciola  infection.  Keiser  et  al.  (2009)  have 
recently  shown  that  PK  parameters  of  artesunate  and  dihydroartemisinin  were 
dramatically influenced by the F. hepatica infection (acute and chronic) in rats (Keiser et 
al.,  2009).  However,  strikingly  the  AUC  in  rats  was  4.3  times  higher  than  in  sheep 
(29’794.1 ± 3’990.6 versus 6’972.0 ± 2’820 µg min/ml) (p = 0.001). Note that a dose of 
50 mg/kg  in  sheep  corresponds  to  approximately  100 mg/kg  in  rats  if  normalized  to 
body  surface  area  (Keiser  et  al.,  2010).  A  dose  of  100  mg/kg  OZ78  in  rat  would 
presumably result in a higher AUC and thus the difference in AUC between sheep and rat 
would be even more pronounced. Further differences in PK parameters (e.g. Tmax, Cmax, 
and  t1/2)  between  sheep  and  rat  were  observed.  However,  the  differences  were  less 
pronounced than the AUC level and were not significant (a summary of the sheep data is 
given in Table 1). Hence, the therapy failure in sheep might be explained by the shorter 
exposure  time  of F. hepatica  to OZ78 when  compared  to  rats.  Flukes  presumably  had 
insufficient duration of exposure to the drug and therefore were not killed. 
The hypothesis that adequately long plasma levels are required for fasciocidal activity is 
supported  by  findings  obtained  in  our  pharmacodynamic  in  vitro  studies.  To 
approximately  simulate  the  measured  in  vivo  conditions,  flukes  (n=6  for  each 
concentration) were incubated in the presence of MT04 or OZ78 at a concentration of 50 
µg/ml  for 24 hours (followed by  incubation  in drug free medium) or  for 96 hours and 
viabilities were recorded (Fig. 3 (A) and (B)). Worms placed in MT04 for 72 h had died, 










(Robinson  and  Dalton,  2009).  However,  in  the  present  study  drug  levels  were 
determined in plasma and not in bile fluid due to technical limitations of the method. It 
is  most  likely  that  bile  concentrations  of  OZ78  and  MT04  in  rats  are  higher  or  have 
longer  half‐lives  than  the  determined  plasma  levels  given  the  excellent  activity  of  the 
drugs in rats.  
A  recently  published  study  in  F.  hepatica  infected  sheep  with  structurally  related 
compounds,  the  semi‐synthetic  artemisinin  (artemether),  demonstrated  that  the 
treatment outcome was dependent on the route of administration (Keiser et al., 2008b). 
Artemether  applied  at  a  single  intramuscular  (i.m.)  dose  of  160  mg/kg  showed  an 
efficacy  of  >90%, whereas  oral  dosages  of  40  or  80 mg/kg  had  no  effect  on  egg  and 





precise.  The MT04  as well  as  the OZ78 LC/MS methods  could  be  adapted  to measure 
both sheep and rat plasma samples. We analyzed drug disposition parameters for OZ78 
and  MT04  in  uninfected  rats,  which  pointed  to  differences  between  the  drugs.  In 
addition,  comparing PK parameters of OZ78  in  rats  and  sheep  revealed a  significantly 
lower AUC in sheep and might therefore provide an explanation for the lack of activity in 
this species. Further studies in F. hepatica  infected rats are needed to strengthen these 
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Figure 1: Chemical  structures and molecular weights of  (A) OZ78,  (B) OZ352, and  (C) 
MT04. 
 





free medium  for  72  hours)  (black  squares,  dotted  line),  and  B)  in  the  presence  of  50 
µg/ml OZ78  for  96  hours  (black  triangles),  50  µg/ml OZ78  for  24  hours  (followed  by 



















Table 1:  Pharmacokinetic parameters of OZ78 and MT04  in uninfected  rats  after oral 
administration  of  50  mg/kg.  For  comparison,  disposition  parameters  following 
treatment of F. hepatica infected sheep with 50 mg/kg are shown. 
 
Treatment Animal Dose 
(mg/kg) 
Cmax (µg/ml) Tmax (h) AUC (µg min/ml) T1/2 (h) 










       






















































































































































































































OZ78 and MT04 are promising  fasciocidal drug candidates. However,  in depth  toxicity 





studied.  Two  cell  assays  were  applied.  Viability  and  toxicity  were  determined  by 
adenylate  kinase  (AK)  release  and  ATP  content.  Additionally,  reactive  oxygen  species 
(ROS) were measured after 90 min, 4 h, and 24 h and metabolism was  investigated  in 
presence of liver microsomes.  
OZ78  showed  only  moderate  toxicity  on  HepG2  cells  in  combination  with  Fe(II)  or 
haemin as expressed by a lower ATP content. MT04 was more toxic both in membrane 
leakage and  in CellTiter‐Glo assay. OZ78 and MT04 resulted especially  in  combination 
with haemin in a high ROS production. AS was the most toxic substance shown by a high 
AK  release  and  a  low  ATP  content  in  presence  of  iron  and  alone.  MT04  and  OZ78 
treatment resulted in high ROS values in combination with haemin already after 90 min, 
while  ROS  values  generated  by  AS  were  only  after  24  hours  comparable  with  those 
generated  by  MT04  or  OZ78.  Neither  OZ78  nor  MT04  degraded  in  presence  of  liver 
microsomes,  while  Dihydroartemisinin  (DHA)  was  rapidly  formed  after  incubation  of 
microsomes with AS.  
MT04 and OZ78 might act via ROS generation on F. hepatica. Since a toxic effect could be 













Fasciola hepatica  is a  food‐borne‐trematode, which  infests about 2.4‐17 million people 
worldwide  with  an  estimated  global  burden  of  about  35’206  disability  adjusted  life 
years (DALYs) [1, 2]. The parasites settle  in the liver, bile ducts, and the gallbladder of 
the host causing fascioliasis [1, 3].  
Triclabendazole  is  first  choice  therapy  against  fascioliasis; however,  resistance  to  this 
anthelmintic  drug has  already been documented  in  sheep  in Australia  and  from other 
continents. It is therefore of great importance to discover new drugs [4, 5].  
In our recent work we have shown that OZ78 and MT04 are promising fasciocidal drug 
candidates  [6,  7].  OZ78  is  a  1,2,4‐trioxolane  and  belongs  to  the  so  called  secondary 
ozonides (OZs) [8]. MT04 is a 1,2,4,5‐tetraoxane [9].  
Different  studies  under  standardized  conditions  showed  that  OZ78  and  other 
trioxolanes react with iron. Especially the reduced form (Fe(II)), which is coordinated in 
heme, has been reported to build alkylated heme adducts at a high reaction rate via an 
intermediate  step  of  carbonic‐centered  radicals  [10,  11].  It  is  proposed  that  these 
alkylated heme adducts might be responsible for the biological activity of these synthetic 
peroxides [10].  
Artesunate  (AS)  is  a  semi‐synthetic,  water  soluble  derivative  derived  from  the 
endoperoxide artemisinin, a natural extraction product from the plant Artemisia annua 
[12].  Dihydroartemisinin  (DHA)  is  the  active  metabolite  of  AS.  Both  compounds  are 
widely  used  in  the  treatment  of  malaria  [12].  In  addition,  both  drugs  are  also  active 
against the liver fluke F. hepatica [13].  
The  endoperoxide  group  of  the  artemisinins  acts  as  pharmacopohore,  but  it  is  also 
supposed to be responsible for neurotoxicity and embryo toxicity in animal studies [14, 
15].  Artemisinin  and  its  derivatives  are  toxic  to  neuronal  cells  at  micro  molar 
concentration [16, 17].  
While the artemisinins have poor pharmacokinetic parameters (low bioavailability and 
short  half‐lives)  [18],  many  fully  synthetic  compounds  are  characterized  by  higher 
bioavailability,  higher  plasma  concentration  and  hence  longer  systemic  exposure. 
Indeed, for example OZ78 was reported to have a bioavailability of 74% and half life of 2 
hours, approximately twice as long as AS [8, 19]. It is therefore important to define the 












































OZ78  and  MT04  were  kindly  supplied  by  the  College  of  Pharmacy,  University  of 
Nebraska Medical Centre (Omaha, USA, [20]). Artesunate (AS) was obtained from Mepha 
AG  (Aesch,  Switzerland)  and α‐β‐dihydroartemisinin  (DHA) was kindly provided  from 
Dafra Pharma (Turnhout, Belgium). Chemical structures are shown in Figure 1.  









The  human  hepatocarcinoma  cell  line  HepG2 was  purchased  from  ATCC.  HepG2  cells 
were  maintained  in  DMEM  containing  1  g/L  glucose  supplemented  with  10%  fetal 






Stock  solutions  of  the  drugs  tested  were  prepared  in  DMSO  100%  (v/v).  Final 






M  aqueous  solution  of NaOH,  3.95 ml  of  PBS  (pH=  7.4)  and  0.05 ml  of  1 M HCl were 









































RPMI  1640,  supplemented with  1%  (v/v)  antibiotics  (50  µg/ml  streptomycin  and  50 
U/ml  penicillin;  Sigma,  Buchs,  Switzerland),  1%  (v/v)  drug‐solution  and  8%  (v/v) 
haemin‐,  Fe(II)‐  or  Fe(III)‐solution  (prepared  as  described  above).  Adult  F.  hepatica 
were incubated in the presence of 50 μg/ml MT04 or OZ78 combined with the different 
iron‐containing  solutions.  Drug  stocks  5  mg/ml  were  prepared  in  dimethyl  sulfoxide 









All  animal  studies  were  carried  out  at  the  Swiss  Tropical  and  Public  Health  Institute 
(Basel, Switzerland) and were approved by Swiss and cantonal authorities (permission: 
2070). Female NMRI mice (age: 3–4 weeks, weight: ~20 g) were purchased from Harlan 






























LC‐MS/MS  measurements  for  AS  and  DHA  were  done  by  the  method  validated  by 
Duthaler et al.  [22]. Briefly sample measurements were done with a high performance 
liquid  chromatography  (HPLC)  system  (Shimadzu,  Kyoto,  Japan)  connected  to  an  API 
365 triple‐quadrupole mass spectrometer (PE Biosystems, Foster City, CA, USA) with a 
turbo  ion  spray  interface.  AS  and  DHA were  detected  in  positive  ionization mode  by 
selected  reaction  monitoring  (SRM)  with  a  transition  of  267.4→163.0.  For  analyte 
separation  a  reversed  phase  column  was  used  (2.1x10  mm  guard  cartridge  (3  μm) 
connected  to  a 2.1x20 mm Atlantis T3  (3 μm)  analytical  column  (Waters, Milford MA, 
USA)).  A  gradient  was  used  (mobile  phase  A:  5  mM  ammonium  formate  plus  0.15% 
(v/v)  formic  acid  in ultra pure water  and mobile phase B:  0.15%  (v/v)  formic  acid  in 
acetonitrile) at a flow rate of 0.3 ml/min. 
The analysis for OZ78 and MT04 were done by the methods described by Kirchhofer et 
al.  [23,  24].  The  same  system  as  described  above  for  AS  and  DHA  was  used.  A 
phenomenex  C8(2)  (50x2.00  mm,  5µm,  Brechbühler  AG,  Schlieren)  was  used  for 
chromatographic separation with a gradient and at a flow rate of 0.3 ml/min (mobile A: 
















both concentrations  (100 and 500 µM)  tested.  In contrast, AS at 100 and 500 µM was 
clearly toxic on the cells, the effect was dose dependent.  
In  a  next  step,  drug  toxicity  was  tested  in  the  presence  of  iron  (haemin  or  Fe(II))  in 
relation to DMSO and DMSO/Fe(II) controls.  
The  combinations  of  OZ78  and  MT04  with  inorganic  iron‐salt  (Fe(II))  showed 
membrane  leakage.  The  effect  was more  pronounced  for MT04  than  for  OZ78. MT04 
(100  and  500  µM)  combined with  Fe(II)  resulted  in  a  significant  (all  p‐values<0.003) 
dose dependent, higher AK release compared to DMSO and to DMSO/Fe(II) control. AK 
release  for OZ78  (100 and 500 µM) was  significantly  (p=0.019 and p=0.003) different 
from  DMSO  control.  AS  (100  and  500  µM)  showed  high  toxicity  in  AK  assay  in 
combination of inorganic iron‐salt in HepG2 cells. The combination of AS (500 µM) with 
Fe(II) was so toxic  that AK could not be measured any  longer, since  it has a short half 




Results  obtained  combining  compounds with  haemin  are  presented  in  Fig.  3.  Haemin 
solution had an  intensive  colour  resulting  in a quenched  signal  in  all  luminescent  and 
colorimetric assays used. This reduction of signal was not due to a decrease in toxicity, 
but  instead  a  false  negative  signal  was  generated.  Hence,  signals  were  compared  to 
DMSO/haemin control.  
OZ78  (100  and  500  µM) was  not  toxic  in  the  AK  assay  in  combination with  haemin‐
solution  as  shown  in  Fig.  3,  whereas  MT04  showed  a  clear  significant  toxic  effect  in 
presence of haemin at 100 µM (1.5 times, p=0.038) and at 500 µM (2 times, p=0.021). AS 
(100 µM) in combination with haemin‐solution was also significantly (p=0.023) toxic on 













release.  Treatment  of  cells  with  MT04  and  OZ78  at  500  µM  resulted  in  a  significant 
decreased ATP content. At 100 µM no toxicity was observed with the drugs. Exposure to 
AS resulted in a significantly reduced ATP content at both 100 µM (0.4 times) and 500 










induced by  iron  resulting  in  radical  formation  is  a proposed mechanism of  action  [10, 





The  same  effect  was  measured  for  OZ78,  all  three  treatments  (500  µM)  were 
significantly different  from control measurement. MT04 (500 µM) and OZ78 (500 µM) 






















OZ78  were  still  alive  revealing  a  reduced  activity  (Fig.  6  A).  Incubation  of  worms  in 






assay.  AS was  applied  at  different  dosages  (200,  400,  or  800 mg/kg)  to mice.  In  pre‐
studies,  the  best  time‐point  (8  h)  for  clinical  diagnostics  was  determined  (data  not 
shown). Artesunate showed no effect on creatine kinase (U/L), total bilirubin (µmol/L), 
aspartate  aminotransferase  (U/L),  and  alkaline  phosphatase  (U/L)  at  all  dosages.  All 
treatments were well  tolerated  by mice.  Histopathologic  observation  confirmed  these 




















gain  a  better  understanding  of  the  toxic  pathways.  For  comparison,  the  structurally 
related  antimalarials  AS  and  DHA,  also  known  for  their  fasciocidal  properties  were 
included in this work [13]. While for malaria treatment only nano‐molar concentrations 
of  AS  and  DHA  are  used  [12,  17]  for  fasciocidal  activity  concentrations  in  the micro‐
molar range of semi‐synthetic (AS and DHA) and fully synthetic  substances (OZ78 and 





500 µM. MT04 showed  toxicity  in  combination with  iron  (haemin or Fe(II))  in  the AK 
release  assay.  The  toxic  effect  with  MT04  was  more  pronounced  in  the  CellTiter  Glo 
assay,  even MT04  (500 µM) without  iron  resulted  in decreased viability. However, AS 





fast proliferating cells  [29]. Our studies confirmed these results. Cells  incubated  in  the 
presence  of  AS  were  more  damaged  in  the  presence  of  iron  than  without.  The  iron 
dependent toxicity was less pronounced for MT04 or OZ78 as shown in our assays. 
As  already  described,  iron might  play  an  important  role  for  this  class  of molecules  in 
activating and generating radicals [10, 11, 17, 29]. Therefore, we were interested in ROS 
production  of  MT04  and  OZ78,  since  for  DHA  and  AS,  ROS  production  has  been 
described  in  literature  [30,  31].  In  our  studies, MT04  and  OZ78  resulted  in  high  ROS 















Toxicity  in  mice  was  only  tested  with  AS,  the  most  toxic  drug  of  this  study.  AS  was 
applied at different doses (200‐800 mg/kg) to mice, but no toxicity was found. Creatine 




of  AS  in  mice  were  520  and  475  mg/kg  after  intravenous  and  intramuscular 
administration, respectively [26]. The lack of toxicity in our study is most likely due to 
the low bioavailability of AS after oral application. Interestingly, in another study three 





In  summary,  we  believe  that  the  synthetic  peroxides  MT04  and  OZ78  react  via  ROS 
formation against F. hepatica. More studies are needed to clarify the exact mechanism of 
action  of  peroxidic  drugs  against  F.  hepatica  infection  and  to  elucidate  the  full  safety 




























































HepG2  cells were  treated with OZ78, MT04,  or AS at 100 and 500  µM alone or  in  the 
presence of iron (II) salt or haemin‐solution for 24 hours.  










HepG2  cells  were  treated with  OZ78, MT04,  or  AS  at  100  or  500  µM  alone  or  in  the 
presence of iron (II) or haemin. ROS production was measured after 90 min (A) and 24 h 
(B) incubation with the compounds.  






In vitro  activity of MT04  (black  line), OZ78  (grey  line)  at  a  concentration of 50 µg/ml 



















































































































































































































































































































































Rationale,  Objectives  and  Aim  of  the  Present 
Thesis 
 




[3].  In  addition,  many  humans  are  infected  with  this  parasite.  The  global  burden  of 
fascioliasis  is  estimated  to  be  35’206  DALY’s  [4].  Though  fascioliasis  is  a  disease 
associated  with  low‐income  countries,  it  is  often  neglected  that  the  disease  is  also  a 
problem in European countries [5]. In Switzerland, the prevalence of bovine fascioliasis 
is  estimated  to  be  higher  than  18%  [6].  The  importance  of  this  disease  has  been 
underestimated  for a  long  time and to date  triclabendazole (TBZ)  is  the only available 




and  MT04  with  regard  to  activity  against  F.  hepatica  in  different  in  vitro  models,  to 
define the in vivo efficacy (in rat and in sheep) and to elucidate the PK‐parameters (in rat 
and in sheep). In a further step, the toxic effects of OZ78 and MT04 were identified on a 
liver  cell  line  (HepG2).  To  date,  the mechanism  of  action  of  these  synthetic  peroxidic 
substances in killing F. hepatica is poorly understood [9]. Since the use of drugs can be 
optimized  by  understanding  the  drug  mechanism,  the  deep  knowledge  of 
pharmacokinetics/pharmacodynamics is mandatory in the drug discovery [8].  
OZ78  is  a  secondary  ozonide  (OZ),  which  is  easy  to  synthesize,  exhibits  structural 
simplicity  and  has  improved  biopharmaceutical  profile  compared  to  first  generation 
peroxides  (e.g.  artesunate,  artemether)  [10].  The  OZs  were  basically  developed  for 
malaria drug discovery [10]. The common feature of P. falciparum and F. hepatica is that 
both  parasites  feed  on  blood  [11‐13].  Therefore  it was  interesting  and worthwhile  to 
test  these malaria  drug  candidates  also  against  fascioliasis.  OZ78  is  a  promising  drug 
Chapter 7 ‐ General Discussion and Conclusion 
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promising  candidates  against  fascioliasis were  studied  in more  detail.  The  aim was  to 
identify  other  lead  candidates  (chapter  2).    ST28,  ST16  (1,2,4‐trioxanes)  and  MT14, 
MT04 (1,2,4,5‐tetraoxanes) were shown to be promising compounds against fascioliasis, 
complete worm burden reductions were achieved with all  four substances at a dose of 
100 mg/kg  in  rats.  Therefore we  studied  the  in  vitro  activity  of  these  compounds  on 
juvenile  and  adult  worms.  In  addition,  we  determined  dose‐response  relationships 
against adult and  juvenile  infection  in rats. According  to  these  findings, MT04 was  the 
best  candidate.  After  72  hours  in  vitro  incubation  all  adult  and  juvenile  worms were 
dead at a concentration of 50 µg/ml and 100 µg/ml, respectively. MT04 showed an cure 
rate  of  100%  against  adult  and  juvenile  infection  in  rats  with  a  dose  of  50  and  100 






cure rate  in a different species  (non‐rodent host) needed  to be determined. OZ78 was 
applied to sheep at a dose of 50 mg/kg orally and subcutaneously. Unexpectedly, a big 
difference  in  the  treatment  outcome  in  sheep  infected  with  F.  hepatica  was  found 
compared to rat studies. Orally and subcutaneously applied OZ78 failed to cure infected 
sheep  at  a  dose  of  50  mg/kg  (chapter  4).  In  order  to  explain  these  results,  it  was 
mandatory to determine PK parameters of OZ78 in sheep.   
An  appropriate  analytical  method  for  OZ78  measurement,  in  our  case  a  liquid 
chromatography  mass  spectrometry  method  (LC/MS),  had  to  be  developed  and 









cell  studies were  conducted with MT04  and OZ78  in  combination with  different  iron‐
containing solutions  in order  to get an  insight  into  the reactitvity and toxicity of  these 
substances. Since  the reactivity of MT04 and OZ78 seemed  to be  haemin dependent, a 
radical  formation  is  the  most  probable  mechanism  [9].  As  controls,  two  established 































E.  caproni  is  an  intestinal  fluke  from  the  group  of  food‐borne  trematodes  [16].  It  is 
known  that  E.  caproni  and  juvenile  Fasciola  worms  are  not  big  blood  feeders  [17], 
whereas the adult Fasciola worm is dependent on haemoglobin as a source of nutrition 
[13].  Therefore,  we  speculated  that  substances  active  against  E.  caproni were  as well 
active  against  juvenile  F.  hepatica  flukes.  Blood  (haemin)  is  proposed  to  play  an 
important role in the activation of synthetic peroxides.  
As mentioned before, MT04 was the best candidate out of four (ST16, ST28, MT14, and 
MT04) substances according to  juvenile and adult  fasciocidal activity  in rats, but failed 
to cure E. caproni  infection. MT14 was not as effective as MT04 against Fasciola  in rats  
in  neither  adult  nor  in  the  juvenile  model.  However,  in  contrast  to  our  hypothesis 
described  above,  MT14  showed  best  cure  rates  against  E.  caproni  infection;  a  worm 
burden  reduction  of  100%  was  achieved  in  mice  in  a  dose  of  300  mg/kg.  Only  the 
trioxanes (ST16 and ST28) supported the hypothesis, both compounds showed the most 
promising cure rates against adult F. hepatica infection, even at a dose of 25 mg/kg and 





A  new  lead drug  candidate  against  fascioliasis  needs  to be  active  against  juvenile  and 
adult  infection,  as  is  the  standard  drug,  TBZ  [8,  18].  Obviously,  the  juvenile  activity 
seems to be the essential factor for a new substance to be a good drug candidate, since 
juvenile  flukes  are  responsible  for  most  of  the  damage  of  fascioliasis  [19,  20].  Drugs 
revealing  a  promising  adult Fasciola worm burden  reduction do not  necessarily  show 
the same effect on juvenile F. hepatica. Of course, it is not predictable, if a drug candidate 
shows  good  activity  against  adult  and  juvenile worms,  since mechanism  of  action,  PK 
and PD parameteres are the most commonly not known.  






The  response  of  an  higher  dose  than  100 mg/kg  against  juvenile  flukes  has  not  been 
tested.  
In  our  studies,  only  OZs  with  a  good  adult  activity  have  been  tested  against  juvenile 
infection  in  vivo.  Therefore,  no  general  conclusion  about  the  structure‐activity 
relationship (SAR) of OZs in juvenile worms is possible to date.  
Overall,  based  on  this  knowledge  I  suggest  a  broader  SAR  study with  the OZs  against 













The  trematode  gut  of  F.  hepatica  has  a  low  pH  of  5.5  at  which  the  substance  is  only 
partially  unionized  [9,  13,  26].  Transmission  electron microscopy  (TEM)  studies with 
OZ78  and  F.  hepatica  revealed  that  the  worm  is  affected  when  taking  up  the  active 
substance [27]. On the contrary, SEM studies with F. hepatica revealed disruption of the 
tegument after treatment with MT04 and OZ78 in vivo [28]. Because of the higher pH in 
blood  (pH  7.4)  or  in  bile  (pH  7.4‐8.5),  it  is  supposed  that  the  ionized  substance  is 
accountable for this tegument damage [25, 30, 31]. However, whether this carbonic acid 










The  better  activity  of  MT04  compared  to  OZ78  might  be  explained  by  the  double 
peroxide bridge: the tetraoxane substructure (MT04) has been shown to be superior to 
the  trioxolanes  (OZ78) with  respect  to  the anti‐fasciola  activity  [12]. We  suppose  that 
this  substructure  is  the  significant  factor  for  fasciocidal  activity.  Our  proposed 
mechanism is as follows: MT04 or OZ78 are bioactivated from Fe2+ (from blood),  which 
results in C‐centered radicals, next ROS are produced and attack the worm as shown in 
Fig. 1  [11, 29‐31]. A specific binding  to a protein target  is rather  improbable  for  these 
















































to  the activity. From SEM studies with AM and AS we know that  the parent drugs  (AS 
and  AM)  cause  extensive  tegument  damages  to  F.  hepatica  after  in  vitro  and  in  vivo 
studies,  whereas  the  active  metabolite  DHA  resulted  in  less  damage.  However,  DHA 
treatment resulted in damage of intestine and seemed to attack the worm after ingestion 
[33]. To date, we do not know if a metabolite of OZ78 or MT04 contributes to fasciocidal 
activity,  and  if  the  damage  within  the  worm  was  caused  by  the  parent  drugs  or 
metabolites.  Still,  there  is  no  clear  insight  into  the  exact  mechanism  and  further 
investigations are needed in this field.  
Different  preliminary  studies were  done,  since  involvement  of  different  CYP  enzymes 
(Phase I) has been described for OZ277 and OZ439 [34, 35]. Therefore it was reasonable 
to  determine  the  role  of  CYP  enzymes  in metabolism  for  OZ78  and MT04.  OZ78  and 
MT04 were  incubated  at  different  concentrations  (1,  10,  and  100  µM)  in microsome‐
solution  and  after  different  time‐points  samples  were  collected,  the  reaction  was 
stopped by adding of ethanol and after centrifugation directly  infused  into  the MS/MS 
system. But no plausible hydroxylated product could be detected in negative mode or in 
positive  mode.  More  studies  are  needed  to  evaluate  the  full  metabolism  of  these 
substances.  
We  also  searched  in  sheep  plasma  samples  for  possible metabolites  (Phase  II).  Sheep 
samples  obtained  1  hour  post‐treatment  in  the  framework  of  the  PK  study  were 
processed as described in LC/MS part. However, instead of injection into the LC system, 
the solution was directly  infused  into  the MS/MS system and scanned  for metabolites. 
However, no explainable metabolite could be found.  
 
The  evident  difference  in  molecule  structure  and  activity  of  triclabendazole  (TBZ, 
standard  drug  [36])  and  OZ’s  does  not  allow  any  speculations  about  possible  activity 
mechanisms.  It  is  rather  improbable  that  a  common mechanism  lies  behind  OZ’s  and 
TBZ according  to  fasciocidal  activity  [36]. Note  that  it  has been  shown  that OZ78 was 
active against a triclabendazole resistant strain [15]. Hence,  it is unlikely that the drugs 
attack the same target.  The only similarity between the two drugs is that TBZ and OZ78 
have  both  in  common  a  low  molecule  mass  359.66  g/mol  [36]  and  322.4  g/mol, 
respectively. Furthermore, it has been shown that the tegument of the worms is attacked 








Therefore,  it  was  important  to  elucidate  the  PK  parameters  of  OZ78  in  sheep.  An 








and  selective  for OZ78 measurement  in  sheep plasma. However,  the presented OZ277 
method  could  not  be  used  for  OZ78  measurements.  OZ78  is  a  molecule  with  a  low 
molecule mass (322.4 g/mol),  the molecule contains no nitrogen and no  fragment was 
found  to  be  specific  for OZ78  (monitored by direct  infusion  of  OZ78  solution  into  the 
MS/MS  system).  The  compound  had  to  be measured  in  negative mode  (deprotonated 
parent  molecule  mass).  Unfortunately,  the  negative  mode  does  not  allow  the  same 
sensitivity as  the positive mode because of  the creation of  insignificant very  low mass 
molecules  [40].  The  absence  of  a  specific  fragment  pattern  for  OZ78  did  not  allow 
exploiting  the  complete MS/MS  system.  The  use  of MS/MS would  have  increased  the 
selectivity [41]. For further studies with similar molecules, it might be an option to apply 
on‐line  solid phase extraction  (SPE). On‐line SPE allows  the  combination of  extraction 




were  observed  and  the  measurements  needed  to  be  repeated  with  another  plasma 
batch.  Furthermore,  the  run  time  of  about  15 minutes  as well  as  sample  preparation 








An  advantage  of  the  developed  OZ78  method  is  the  fast  adaptation  for  MT04 
measurements.  The  same method  could  be  used  for MT04 detection  in  sheep plasma, 
only  the  detected m/z  ratio  had  to  be modified  for MT04.  Additionally,  the OZ78  and 
MT04 LC/MS sheep method could be used for rat plasma measurement. Rat plasma was 





To  date  it  is  not  possible  to measure matrices  other  than  plasma with  the  presented 
OZ78 or MT04 LC/MS method. For measurement of urine or bile  samples  the method 
needs  to  be  optimized.    The  application  of  on‐line  SPE might  also  be  useful  for  these 
matrices.  
Preliminary  studies with  off‐line  SPE were  done.  Spiked  bile  samples were  processed 
with different cartridges (product series: strata, phenomenex) and solvents. The results 



















As  mentioned  above,  the  lack  of  activity  of  OZ78  in  sheep  was  a  surprising  result 
(chapter  4).  OZ78  is  a  promising  drug  candidate  against  fascioliasis  because  after  72 
hours in vitro post incubation all flukes were dead using a concentration of 100 µg/ml. A 
cure rate of 100% was obtained with an orally applied dose of 100 mg/kg against adult 




However,  high  concentrations  were  measured  after  subcutaneous  as  well  as  oral 
application of 50 mg/kg OZ78. Tmax was defined to be about 1 hour for both treatments 
and Cmax were 45.8 µg/ml after oral and 13.7 µg/ml after subcutaneous administration. 
Hence  to  answer  the  question why we  had  a  therapy  failure  in  sheep,  we wanted  to 
compare the PK parameters of OZ78 between treated rats and sheep.  
Hence  in  a next  step,  a  PK  study was  conducted  in  healthy  rats with OZ78  and MT04 
applied at a dose of 50 mg/kg. A time profile of 24 hours was covered for PK parameter 
characterization.  PK  parameter  calculation was  done with  a  non  compartment model. 
MT04 reached a Cmax of 49.8±9.1 µg/ml after 2.7±1.2 h (Tmax), whereas for OZ78 a mean 
peak  concentration  of  70.1±19.1 µg/ml  (Cmax) was  reached  after  1.6±1.6  h  (Tmax).  The 
mean AUCs were 31'258.8±6’232.7 and 29'794.1±3’990.6 µg min/ml for MT04 and OZ78 
and  the  assessed  half  lives  (T1/2)  of MT04  and OZ78 were  6.4±5.7  and  2.5±1.5  hours, 
respectively. We observed high inter‐individual variations between rats according to PK 
parameters and concentration‐time profiles, which explain the high SDs.  
A  clear  difference  between  sheep  and  rat  PK  parameters  after  OZ78  treatment  was 
observed  for  the AUC. The AUC  in  sheep was,  after oral  as well  as after  subcutaneous 








Efficacy  and  PK‐studies  with  AS  and  AM  showed  that  an  intramuscular  treatment 







swelling  at  the  injection  site  was  observed.  This  swelling  could  be  caused  by 
precipitation  of  the  substance,  which  could  explain  the  low  AUC  after  subcutaneous 
administration and the therapy failure.  
 
However,  species  differences  and  infection  intensity  might  also  play  a  role.  From 




mansoni  with  an  orally  applied  dose  of  200  mg/kg,  whereas  OZ78  at  a  dose  of  400 












was  infection dependent  [47]:  the stronger  the  infection,  the  lower  the cure  rate. This 
could  also  be  a  reason  for  the  therapy  failure  of  OZ78.  OZ78  treated  sheep  were 









































During  preclinical  studies  it  is  important  to  define  the  toxicity  of  substances. 





Different  information  has  been  published  about  reaction  way  and  possible  toxic 
mechanism of the synthetic peroxides. It has been proposed that haemin‐dependent iron 
plays an important role [24].  
OZ78  is  a  haemin  dependent  substance  according  to  activity  against  blood‐feeding 
parasites  [50]. Since Fasciola  is a blood  feeder, haemin most  likely plays an  important 
role in the drug action of OZ78 [13]. SEM pictures done with Fasciola and OZ78 or MT04 
revealed  that  the  reactivity  of  these  substances was  increased  in  presence  of  haemin. 
Therefore, we were interested in the toxicity of OZ78 and MT04 combined with different 
iron sources such as anorganic  iron (Fe(II), Fe(III)),  iron  in  haemin or no supplement. 
The  assays were  conducted with HepG2  cells,  a  liver  cell  line,  since Fasciola  is  a  liver 
fluke.  
















studies  are  needed  to  confirm  this  hypothesis.  Control  tests  could  be  done  with 
substances  similar  to  MT04  or  OZ78  but  without  peroxide  bridges.  They  should  not 





because  of  the  two  peroxide  bridges  and  hence  higher  potency  than  OZ78.  Further 





























In  the  framework  of  my  PhD  thesis,  I  have  worked  on  different  aspects  of  the  drug 
development process  ranging  from  in vitro/in vivo  studies,  analytics, pharmacokinetic, 
and toxicity with a focus on OZ78 and MT04 and derivates.  
With OZ78 and MT04, two promising drug candidates against fascioliasis were studied 
in more detail. Both substances achieved good results  in vitro and  in vivo  in rats. OZ78 
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